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Objectifs du TP

 Mettre en œuvre la démarche expérimentale pour contrôler la qualité d’un plasmide contenant une

construction ADN d’intérêt commandé à un prestataire.

 Réaliser la bioamplification de l’ADN réceptionné. Analyser in silico les données de séquençage ADN

fournies par le prestataire.

 Réaliser la tenue d’un cahier de laboratoire.

 Lors de ces travaux pratiques, votre mission sera de comparer l’option synthétique (conception in silico

de la construction ADN et appel à un prestataire pour la synthétiser) à l’option « wet lab »

(amplification PCR et clonage en laboratoire du produit PCR) en terme d’efficacité, pénibilité et coût.

2



Evaluation

• Deux logigrammes (CAO + clonage « Wetlab ») + 1 conclusion sur le mérite 

comparé des deux méthodes 

• Evaluation sur la tenue du cahier de laboratoire (rendu: un jour au choix)

https://www.inpi.fr/fr/proteger-vos-creations/le-cahier-de-laboratoire/le-cahier-de-laboratoire
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UN but, deux tactiques

Tactique 1

CAO
Synthèse par prestataire

Tactique 2

Clonage SLIC (« wetlab »

Introduire le promoteur curli devant la 
séquence codante de la GFP contenu dans 
le plasmide pIG57
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Réception plasmide pSGS4

CAO -> Genecust

• prefix igem (EcoRI XbaI)

• régionintergénique csgD-csg orientée pour transcription csgA. 
Modification du RBS (CCAGGGT -> AGGAGGT).

• GFP BBa_E0040

• suffix igem (SpeI PstI)

• clonage EcoRI/PstI dans pUC57-kan

https://www.genecust.com/fr/gene-synthetique/
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Réception plasmide pSGS4 (2x4µg)

1. Contrôle qualité = 
carte de restriction EcoRI/PstI

2. Bioamplification

Carte attendue* vs carte observée

*Calculer la taille des produits de digestion EcoRI/PstI

 Mise en culture des souches pour la transformation

 Préparation des cellules compétentes, transformation

 Digestions enzymatiques de contrôle + 

contrôles simples digestions.



JOUR 1
8h-12h

 Topo introductif, 

 Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence, 

sélection des transformants

 Contrôle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

 Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et

disponibilité

 Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?

 Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) et n°2 (NM522) pour la transformation
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 Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, 

compétence chimique vs électrocompétence, sélection des transformants
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TRANSFORMATION



 Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, 

compétence chimique vs électrocompétence, sélection des transformants
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SELECTION



 Contrôle qualité du processus de transformation : notion de témoins 

(positif et négatif)
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Contrôle négatif : SANS ADN Contrôle positif :  ADN superenroulé de concentration connue



Préparer la manipulation : 

1) établir un logigramme

2) liste du matériel, milieux et appareils nécessaires,

3) localisation et disponibilité
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Logigramme 

Objectif
Décrire de façon détaillé un processus, en le découpant en étapes= visualisation d’une activité, fragmentée en tâches 
élémentaires. Cet outil s’utilise pour décrire une activité de façon complète. Il est notamment utilisé pour la rédaction 
des procédures.
• Construire le logigramme dans l’ordre chronologique des tâches.
• Plusieurs tâches se déroulant en parallèle sont placées côte à côte.
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Différentes profondeurs, pour commencer 
établir le logigramme pour la transformation
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Se repérer dans les informations fournies



JOUR 1
8h-12h

 Topo introductif, visite de la plateforme Microbiologie

 Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence, 

sélection des transformants

 Contrôle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

 Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et

disponibilité

 Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?

 Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) et n°2 (NM522) pour la transformation
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JOUR 1
8h-12h

 Topo introductif, visite de la plateforme Microbiologie

 Principe de la transformation des bactéries : phases de la croissance, compétence chimique vs électrocompétence, 

sélection des transformants

 Contrôle qualité du processus de transformation : notion de témoins (positif et négatif)

 Préparer la manipulation : établir un logigramme, liste du matériel et des appareils nécessaires, localisation et

disponibilité

 Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?

 Mise en culture des souches n°1 (MC4100 ompR234) et n°2 (NM522) pour la transformation
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 Tenir son cahier de laboratoire : quelles informations ?
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http://www.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf
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http://www.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf
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http://www.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf
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Figures, photos, capture d’écran, lien vers dossier numérique:
numérotez et légendez!



http://www.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf
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Mise en forme



24http://applis.cermav.cnrs.fr/ANGD_qualite_en_chimie/Carret-fb.pdf



http://www.eure.gouv.fr/content/download/8626/48705/file/mode%20emploi%20cahier%20labo.pdf
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JOUR 1

14h-18h

 Préparation des cellules compétentes, transformation

 Analyse de la séquence ADN fournie par le prestataire. Comparaison de séquences à l’aide du logiciel Serial Cloner

pour identifier et vérifier la séquence du plasmide et du gène d’intérêt. Eléments remarquables (gènes de

résistances aux antibiotiques, origine de réplication…). Cartographie de restriction. Mettre en œuvre la démarche

expérimentale pour le contrôle de la qualité de la séquence d’ADN fournie.

 Température et milieux de stockage de l’ADN (eau, TE)

 Méthodes d’analyse de l’ADN : séparation sur gel d’agarose (paramètres clé : concentration d’agarose, type de

tampon, voltage) et préparation des échantillons à déposer (solution de dépôt)

 Paramètres clés dans la digestion de l’ADN (appariement tampon/enzyme, pipetage de solutions visqueuses,

température et temps d’incubation)

 Digestions enzymatiques de contrôle (pCGS4=pUC17-Pcurli-RBS6GFP (KanR) à digérer par EcoI et PstI, analyse des 

conditions de double digestion, contrôles simples digestions.

 Coulage de 2 gels d’agarose à 0,7%

 Remplir le cahier de laboratoire
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 Température et milieux de stockage de l’ADN (eau, TE)

 Méthodes d’analyse de l’ADN : séparation sur gel d’agarose (paramètres clé : 

concentration d’agarose, type de tampon, voltage) et préparation des échantillons à 

déposer (solution de dépôt)

 Paramètres clés dans la digestion de l’ADN (appariement tampon/enzyme, pipetage 

de solutions visqueuses, température et temps d’incubation)
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14h-18h

 Préparation des cellules compétentes, transformation

 Digestions enzymatiques de contrôle (pCGS4=pUC17-Pcurli-RBS6GFP (KanR) à digérer par XbaI et PstI, analyse des 

conditions de double digestion, contrôles simples digestions.

 Remplir le cahier de laboratoire

Avant de partir:
 Logigramme CAO/WET LAB?
 Cahier de labo?
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JOUR 2

8h-12h
 Coulage de 2 gels d’agarose à 0,7%

 Migration des plasmides digérés et non digérés sur gel d’agarose

 Prise en main du système d’imagerie et d’analyse Chemidoc : marqueurs de taille, estimation de la taille des

fragments de restriction, quantification de la quantité d’ADN.

 Révélation de l’ADN grâce au bromure d’ethidium. Lecture au Chemidoc

 Analyse du gel (ADN superenroulé, cercle ouvert vs linéaire, nombre de fragments = nombre de site de restriction)
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Logiciel pour analyser les images obtenues sur Chemidoc à télécharge ici: 
http://www.bio-rad.com/fr-fr/product/image-lab-software

http://www.bio-rad.com/fr-fr/product/image-lab-software


JOUR 2

14h-18h
 Principe de la PCR

 Contrôle de la qualité de la PCR : notion de témoin positif et négatif

 Optimisation de la réaction de PCR : rôle du MgCl2, température d’hybridation, ratio matrice/amorces

 Conception (design) des amorces
 Réaction de PCR sur ADN génomique (MC4100 1µL) ou p50 (ApR 1µL), contrôles

 Mise en culture des transformants issus de la transformation effectuée à J1. Notion de collections.

 Remplir le cahier de laboratoire
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Les amorces sont de courtes séquences oligonucléotidiques d'ADN monocaténaire, utilisées lors des PCR 
pour borner l'amplicon. Elles sont spécifiques de la séquence à amplifier, stables et compatibles entre elles.

• Spécificité
• taille : 15 à 30 nt
• contenu en GC : 40 à 60%
• séquence spécifique à la zone d'intérêt et site unique d'hybridation
• Tm compris entre 45 et 70°C

• Stabilité
• faible formation de dimères et de structures secondaires
• extrémité 3' : présence de quelques bases GC en 3' (point de départ de la polyméraisation), même 

chose pour l'extrémité 5' (fixation de l'amorce)

• Compatibilité
• Différence Tm < 4°C

Conception (design) des amorces
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• Aligner grâce à Serial Cloner:
1) Prom curli sens et pIG57
2) Prom curli sens et Prom curli csgA
3) Prom curli rev et pIG57
4) Prom curli rev et Prom curli csgA

• Repérer (= souligner) sur la séquence de Prom curli csgA p18 du poly les séquences homologues
• Calculer le Tm 
Tm = Temperature of melting ou température de fusion = Température à laquelle la moitié des hybrides 
formés sont dissociés
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5’-CGACCAGGTCCAGGGTGACAAC-3’

5’-GTTGTCACCCTGGACCTGGTCG-3’

Allongement à l’extérieur

Réverse 

complément

http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/principe/anim/presentation.htm

http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/principe/anim/presentation.htm
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>E. coli K-12 MG1655 U00096.3 (1103197 to 1103950 = 754 bp) 
GATGAAACCCCGCTTTTTTTATTGATCGCACACCTGACAGCTGCCTCTAAAATAGAAGCACCAGAAGTACTGACA 
GATGTTGCACTGCTGTGTGTAGTAATAAATCAGCCCTAAATGGGTAAAATATAAAACTAATGGATTACATCTGAT 
TTCAATCTAGCCATTACAAATCTTAAATCAAGTGTTAAACATGTAACTAAATGTAACTCGTTATATTAAAATGTT 
AACCTTAAGGTTTTATTAAGTTTAGAAATGATAGAAAAGTTGTACATTTGGTTTTTATTGCACAATTTTAAAAAA 
TCATACAAATGGTGATAACTTACTAATAATGCATATAAAAAATATTTCGGTGTAGTCCTTTCGTCATGTAAAACG 
TTCTTGTTTTTTCTCCACACCTCCGTGGACAATTTTTTACTGCAAAAAGACGAGGTTTGTCACGGCTTGTGCGCA 
AGACATATCGCAGCAATCAGCGACGGGCAAGAAGAATGACTGTCTGGTGCTTTTTGATAGCGGAAAACGGAGATT 
TAAAAGAAAACAAAATATTTTTTTGCGTAGATAACAGCGTATTTACGTGGGTTTTAATACTTTGGTATGAACTAA 
AAAAGAAAAATACAACGCGCGGGTGAGTTATTAAAAATATTTCCGCAGACATACTTTCCATCGTAACGCAGCGTT 
AACAAAATACAGGTTGCGTTAACAACCAAGTTGAAATGATTTAATTTCTTAAATGTACGACCAGGTCCAGGGTGA 
CAAC 

Amorce SENS

5’-GATGAAACCCCGCTTTTTTTATTG-3’

Amorce Reverse

5’-CGACCAGGTCCAGGGTGACAAC-3’

3’-GCTGGTCCAGGTCCCACTGTTG-5’

5’-GTTGTCACCCTGGACCTGGTCG-3’
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Amorce SENS

5’-ctaaggatgatttctggaattcgatgaaaccccgctttttttattg-3’

pIG57 

Amorce Reverse

5’-ctagtatttctcctctttctctagaGTTGTCACCCTGGACCTGGTCG-3’

pIG57

Prom Curli

Prom CurlipIG57



http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/BGbioch/POLY.Chp.9.8.html

• Il est possible de mesurer directement la température de fusion d’un ADN double brin en mesurant l’augmentation de 

l’absorbance de la solution à 260 nm en fonction de la température.

•Toutefois, on se contente la plupart du temps d’une estimation à partir de la composition de l’oligonucléotide. Si celui-ci a une 

longueur égale ou inférieure à 20 nt on compte 2°C par couple A:T et 4°C par couple G:C. 
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Using Serial Cloner, the Tm is calculated as follows:

• For fragments <14 nt :Tm= (A+T)*2+(G+C)*4-16.6*log10(0.050)+16.6*log10([Na+]) 

• For fragments >51 nt: Tm= 100.5+(41*(G+C)/(A+T+G+C))(820/(A+T+G+C))+16.6*log10([Na+]) 

• For larger fragments : Tm= 81.5+(41*(G+C)/(A+T+G+C))-(500/(A+T+G+C))+16.6*log10([Na +])
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Digestion pIG57 
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Test de fonctionnalité du pCGS4
Régulation du promoteur curli

Propriétés du Promoteur curli

• Est actif à 30°C mais pas à 37°C
• Fonctionne uniquement en présence de l’allèle ompR234 du gène ompR. NM522 possède l’allèle ompR, MC4100 

ompR234 possède l’allèle ompR234 !
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